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論文内容要旨
緒論
 硬骨魚胚の,のう胚形式は,極めて明瞭な胚盤の被いかぶせ運動をともなって達成される。
 vonBear(1835)の最初の発見以来,この被いかぶせ運動について多くの研究がある。その中で,
 His(1874)は,この硬骨魚卵に見られる被いかぶせ運動を根拠として,形体形成の際の造形運動
 はdifferentiωgmwも11によって行なわれるという仮説を発表した。しかし,現在では,のう胚
 形成のような,発生中に見られる形体形成の機構にとって,Hisの仮設は有力なものとは云えず,
 むしろ,細胞の統御された運動に問題を除いた研究がなされてきている。
 メダカ卵における被いかぶせ連動は,極めて明瞭で典型的なものであり,造形運動の解析にはよ
 い研究材料であるが,卵膜が堅イ除去され難いという難点があり,充分な研究は未だなされていな
 い。しかしながら,近年,卵膜の除去については,酒井(1960)の研究により解決された。筆者は,
 発生初期のメダカ卵の卵膜を除去し,被いかぶせ運動が行なわれる前の胚と,被いかぶせ運動かす
 でに始っている騒の運動を種々な点から観察し,更に近年注目されてきた細胞の結合と運動との関
 係を考察した。
 光学顕微鏡による観察では,桑実胚,胞胚,のう胚の胚盤の構造は次の各部分よりなる。胚盤の
 表面を構成する辺縁細胞(envebpinglayerceUs);胚盤の底を.構成し卵黄との境となコてい
 る周縁質(peribla帥);辺縁細胞と周縁質の聞を占めている内部細胞(lnnerl)1ast()⊂icrm3i
 cells);周縁質と連続し卵黄を包んでいる卵黄細胞質膜(yoikc鮮opiasmiciと・y{1r)等よりなる。
 1・細胞分裂の役割
 被いかぶせぶせ運動が細胞分裂によって行なわれるものであるかどうかを確める目的で,著者は,
 まず,被いかぶせ運動が起る前の桑実胚をポドフィリンで処理し,細胞分裂を阻止した胚の被いか
 ぶせ運動を観察した。処理された胚は,対照胚の被いかぶせ運動の開始に少し遅れて,この運動が
 始まる。この卵の被いかぶせ運動の進行は,対照卵のそれに比べてむそく,胚盤が卵黄の1/2～シ3
 ほど被ったところで発生は止まる。すでに被いかぶせ運動が始っている胚に処理を行うと,対照卵
 に比べて被いかぶせ運動の進行は遅れるが,ほぼ完全に卵黄を被うまで・その運動は進行すろ。よ
 って細胞分裂は胚盤の被いかぶせ運動の遂行に必須なものではない事がわかる。処理胚に見られた
 被いかぶせ運動の遅れや,発生の中断は細胞分裂阻止による細胞数の不足によるか,ポドフ.fリン
 の毒性によるものと思われる。
 2・分離胚盤の行動
 被いかぶせ運動の機構として,Lew三s(1943)等は,卵黄細胞質膜の収縮による胚盤の伸展説
 を述べている。筆者は工、ewis説を検討する為に,卵黄細胞質との連絡を断った胚盤を培養して,
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 その後の発生を観察した。
 分離された胚盤は,そのまN生理的塩溶液中に入れて清くと,胚盤の周縁部がまくれ込んで球形
 となる。この状態で胚盤の被いかぶせ運動は観察され難いので,胚盤を拡げたま＼ガラス面に接着
 させ,懸滴法で培養し,その動態を観察した。その結果,桑実胚及ぴ胞胚期の分離胚盤は,対照の
 正常胚が被いかぶせ運動を始める時期に達すると,胚盤の伸展が起ることが鶴察された。のう胚期
 の卵より分離された胚盤では,桑実胚,月包胚の場合より,培養後速やかに胚盤の伸展が認められ
 る。この伸展しっっある胚盤の周縁部にある細胞は外へ向って伸び,その外側は薄い膜状になって
 いる。
 以上の観察結果は,胞胚期までは,胚盤を構成する細胞は単なる分裂をくり返すだけで,それに
 よる造形運動はみられないが,のう胚期になると,細胞に独自の運動性が生じ,被いかぶせ運動を
 行うようになると・とを示す。胚盤周縁部の細胞では,特にこの運動が著しい。
 3.胚・盤周縁部の役割
 1)evmers(憩58),Trlnk&us(195i)の被いかぶせ運動についての研究は,この運動時に沿い
 て,周縁質はその上に在る細胞部とは独立して拡大する性質を有して於り,細胞部の拡大に当って
 は,細胞が運動する時の基質となることを示している。筆者は,メダカ胚の被いかぶせ運動で,周
 縁質の役割を確めるために次の実験を行った。
 燐酸緩衝液〔瓢/15,pH7.8)中で,胚盤の中央部を占める細胞群を除き(後述),胚盤周縁部
 の細胞のみ残っている胚をHoltfreterの液で飼育した。このように処理された卵では,まず残っ
 た周縁部の細胞だけが欠失した部分にすみやかに集中し,もとの胚盤の中央部に小さく扁・7な胚を
 再構成する。この際,下の周縁質はもとの位置に残る。この胚で,対照卵の被いかぶせ運動が始ま
 る頃,周縁質の被いかぶせ運動と共に,胚盤周縁部の細胞の伸長と胚の拡大が見られる。
 以上の結果は,周縁部の細胞が,周縁質と独立に行動しうることのみならず,被いかぶせ運動時
 には,双方に,運動性が生ずることを示している。
 4・生体外におけ'る胚細胞の行動
 Holtfreter〔1949)ンGurtis(1961),Devlllers(1961)等は'形体形成の機構について,一
 般に,細胞の接着性の変化と細胞の運動が,形体形成に論いて重要な役割を演ずると述べている。
 このような事が,メダカ胚の被いかぶせ運動の機構となっていることが考えられる為,胚細胞の生
 体外における行動を観察した。
 a)胚細胞の分離
 メダカ胚の細胞分離には,種々な方法(キレート剤,消化酵素,pほ等)かあるが,燐酸緩衝液
 (M/15,PH7.8)が最も適していることがわかった。桑実胚期,胞胚期.卵黄のユ/a位まで胚
 盤の被いかぶせが進んでいるのう胚期の卵を,卵膜を取り除いてから,上記燐酸緩衝液に入れる
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 と,しばらくして,胚盤の表面が破れ細胞が遊離してくる。特に胞胚期の胚では,刺激を加えな
 くとも,短時間のうちに細胞は遊離する。桑実胚,のう胚期のものは,はじめに鋭い針で,胚
 盤の表面を軽くっついて於くと,その後,細胞は自然に遊離し始める。燐酸緩衝液中に,卵を長
 時間放置すると,露出された周縁質が破れ卵黄か流出する。この様な場合でも,胚盤周縁部にあ
 る細胞は遊離されずに残ることが観察された。
 以上の事実は,桑実胚,胞胚,のう胚で,胚細胞の接着性が変化し,さらに,胚盤周縁部の細
 胞の結合は,内部細胞の結合と異った性質を持つものであることを示している。
 b)遊離細胞の再凝集
 '燐酸緩衝液中に遊離された細胞は,Hol七fre七erの液及び,鶏血清やグルコースを含む培養液
 中では偽足を出している。細胞がこの偽足運動によノて移動したり.偽足の先で隣接した細胞
 と接触すると,あるものはそのま＼結合して細胞の塊を形成する。その過程を観察すると,
 Ho1七fre七erの液中では,桑実胚,胞胚,のう胚の順で,発生が進んだ胚から分離した遊離細胞
 ほど,細胞塊は形成されやすい。血清等を含む培養液中では,桑実胚から分離した細胞でも細胞
 塊をよく形成する。さらに,胞胚,のう胚由来の細胞も,Holtfre七er液での培養より,よく細
 胞塊を作る。のう胚細胞の培養中,伸長した細胞がしばしば見られた。
 以上の結果は,被いかぶせ運動が,胚細胞相互の結合様式の変化によって成就されることを暗
 示しているものと思われるo
 C)細胞凝集の量的表示法
 遊離細胞の再集合は細胞の運動性および,接着性に依存していることが考えられる。こ、では,
 これらの条件を考慮しながら,再集合を量的に示すことを試みた。上記実験に用いたような少数
 の細胞では,従来用いられていたMoscona(1961)等の方法を利用することは困難であるので,
 生態学の分野で,分布の集中,分散の程度を示すために用いられている元村(1952),森下
 (1955)の式によって,上記実験結果を考察した。計測にあたっては,顕微鏡下・同一視野の細
 胞を,培養直後,1時間後}2時間後に写真に撮影し,方形区をおいて行った。その結果,分離
 直後の細胞は一様分布を示すことか確認された。これは細胞の集合性を論ずるに必要な条件であ
 る。ついで,時間の経過にともなって,細胞は一様分布から機会的分布,集中分布へと移行してゆ
 く過程が見られブ緬このような移行してゆく過程を発生段階によって比較してみると,先の実験
 結果を量的に示すことができた。
 5・胚盤構成細胞の結合状態の観察
 胚盤内にあって,その構成細胞の結合状態と,先の実験によって示された,生体外にお・ける細胞
 の状態がどのような関係を持つかを考察する為に,細胞の結合状態を電子顕微鏡によって観察した。
 辺縁細胞間の結合1桑実胚の辺縁細胞は,胚盤の外側に配した表面が比較的平担な肉厚の凸レン
 ズ形をしている。この部分の細胞相互の接触言を観察すると,細胞側面の上端部にかいて約0.15～
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ロ 0.3μの長さで密接な結合部が見られる。この部分の接した細泡の原形質膜の間隔は60～80Aで,
の
 低倍率では,特に黒い線としてみえる。この結合部の下では,原形質膜はほぼ200Aの間を於いて,
 ほぼ屑Z行に接している。
 胞胚,のう胚になるにしたがって,辺縁細胞は薄く引伸されて,扁平上皮様となる。桑実胚で見
 られる上部の細胞結合部の構造には大きな変化は見られないが,その部分の長さが増す傾向がある。
 この結合部の下は,桑実胚よりも広い間隙となっていて,隣接した細胞の表面からは細い突起が出
 ていて,発生が進むにしたがって,複雑な構造を呈するようになることが観察された。
 辺縁細胞と周縁質との結合;両者の結合状態は,前述した辺縁細胞相互間の結合と同様,接触面
 の上端で密接な結合が見られる。この結合部の下側は細胞間隙となっている。
 内部細胞間の結合1桑実胚,胞胚,のう胚期を通じて,内部細胞にはしばしば偽足が見られる。
 隣接した細胞間の結合は,偽足の先端や円形の細胞相互の間に見られる。これらの結合部の細胞表
ロ
 面の間には約200Aの間があり,辺縁細胞に見られるような特別な結合様式は見られなかった。し
 かしながら,胞胚の細胞間には,偽足間の結合で互いに接着性を持つと思われる形態かしばしばみ
 られた。
 内部細胞と周縁質との結合1周縁質の構造は一様なものではなく,部域及び発生段階によりその
 厚さが変化している。桑実胚では,胚盤の直下で最も薄く,約1μで,周縁部に移行するにしたが
 って徐々に厚くなる。胞胚,のう胚へと発生が進むにしたがって中央部も厚・1なり,周縁質の表面
 からは多くの細胞質の突起が,内部細胞の方へ向って形成されている。この突起の先端は内部細胞
 と接しているものがしばしば観察されるが,特別な構造は見られなかった。
 以上の観察結果から直接に,細胞の運動を決定するような細胞相互の結合様式は確認されないが,
 発生段階が進むにしたかってみられる細胞相互の結合部の増加及び,細胞突起の増加等は,被いか
 ぶせ運動時の細胞の盾性を示すものと考えられる。
要約
 1,メダカ卵の被いかぶせ運動の研究で,桑実胚,胞胚,のう胚期の胚についてそれぞれの実験を
 行い,その結果と被いかぶせ運動との関連を考察した0
 2.細胞分裂を阻止きれた胚盤にみられる被いかぶせ運動は,この運動にとって細胞分裂が必須な
 ものではないことを示す0
 3.卵黄細胞質より切り放された胚盤に起る被いかぶせ運動は,胚盤自身にこの運動を行う能力か
 あることを示す。
 4.問縁質は独自に被いかぶせ運動を行う。
 5.胚盤の周辺細胞は,被いかぶせ運動時に胚盤を拡げる働きをする0
 6.細胞の分離実験は,胚盤の辺縁細胞が強く互いに接着していることを示し,きらに,細胞の接
 着性は発生段階により変ることを暗示する。
 4ユ8
 7.遊離細胞はHolもfre七erの液中で,発生が進んだ胚由来のものほどよく凝集する傾向がある。
 それに対し,血清等を含む培溶液中では,早期の胚由来の細胞もよく凝集する事がわかった。
 8.個体の分散の表現法で,細胞の凝集を量的に表現ができる。
 9.電子顕微鏡観察で,辺縁細胞は密接な結合構造を持つことがわかった。この結合によって,辺
 縁細胞群は一枚のシート状構造をとり被いかぶせ運動を行うものと思われる。その他の部分の細
ロ
 胞結合は150～200Aの間隙を持つものが多い。
419
 論文審査結果の要旨
 硬骨魚類の胚盤の被いかぶせ運動は両生類などの原腸胚形成運動にあたる。この運動をおこさせ
 る原因が胚のどの部分にあるかについて種々の説があった。機屋幸彦はこの問題を種々の方面から
 検討した。
 まず,細胞分裂が被いかぶせ連動の原動力であるか否かを検するために胚の細胞分裂をポドフィ
 リンによって抑制し,この連動が進行するか否かをみた結果は,すでにこの運動の始まっている胚
 では進行は遅れても運動は完全に進行する。この事実は被いかぶせ運動は細胞分裂を伴なわなくて
 もよいことを示し,Holtfreterが見たカエルの未受精卵を生理液中に置くと細胞分裂なしに原口
 に似た部分が形成される現象と似ている。
 胚盤の被いかぶせ運動は卵黄細胞質膜の収縮によるという説を検討ずるために横屋は胚盤分離の
 実験を行なった。卵黄細胞質膜から切り離された胚盤は,これを拡げたままガラス面に接着させる
 と独自の伸展運動をおこす。この観察によって横屋は卵黄細胞質膜の収縮による胚盤伸展説を否定
 している。また胚盤の中央部を除き周縁部のみとしたときにもこの運動が見られることから,周縁部
 の細胞が周縁質と独立に行動し,周縁質周縁部細胞共に連動性を有することを示した。
 胚盤の細胞はこの様に運動性をもつでいると同時に互いに凝集性をもっている。燐酸緩衝液中で
 細胞を分離するとき胚盤の部位によってその難易がある。また,このように遊離した細胞を培養液
 中におくと互いに再凝集する。そして発生が進ノしだ胚から分離した細胞ほど細胞塊を形成しやすい。
 このことは発生の進行と共に細胞間の結合力が増していることを示している。そこで細胞の結合状
 態を電子顕微鏡によって確かめた結果は,辺縁細胞のように分離の難しい細胞間では細胞間のへだ
 たりが小さいことを示している。特に興味ある事実は細胞が互いに偽足様の突起を出して結合して
 いる部分のあることを示したことである。
 被いかぶせ運動は原腸胚形成運動の1種と考えられるが,一般に原腸胚形成運動の機構について
 は諸説があって未だ定っていない。横屋は胚盤分離その他の方法を用いて被いかぶせ運動を解析し,
 胚盤は他力によって引きのばされるのではなく,胚盤周縁部の細胞は周縁質と共に自力で被いかぶ
 せ運動をおこすことを明らかにした。これは魚類の胚盤の形成機構だけでなく他の動物の原腸胚形
 成機構にも新しい知見を加えたものである。よって審査員は横屋幸彦提出の論文は理学博士の学位
 論文として合格とみとめた。
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